La nutri tion 
bac terienne 



Croissance necessi te des besoins nutritionnels 
et des energetiques. 

Nutriments seront utilises pour : 

1. Anabolismes constituants cellulaires (mb, 
paroi, ...) et fonctionnels (enzy et coenzy.) 

2. Catabolismes En chimique (ATP) et 
metabolites intermediates. 



Pour vivre et se multiplier 

Besoms elementaires (elements nutritifs de base) 

Milieu minimum : 

Eau, 

" Source denergie, 

" Source de carbone, 

" Source d'azote. 

Elements mineraux. 

par ailleurs, I'apport de nutriments 
supplementaires est necessalre pour certains 
micro-organismes (=types trophique) 



I. La source d'energie 

s Les phototrophes ou photosynthetiques 

Energie a partir des rayons lumineux : especes photosynthetiques 
synthese d'ATP a partir de I'AOP et du Pi 

Organes photosynthetiques = chromatophores; 

Pigments = bacteriochlorophylles; 

Donneurs delectrons mineral ou organiques (sans liberation 

d’0 2 ). 

chez les vegetaux, le donneur est H 2 0 (avec liberation d'0 2 ) 

s Les chimiototrophes ou chimiosynthetiques 

Source d'Energie oxydation de composes organiques ou mineraux. 



II. La source d'azote 


Necessaire a la photosynthese des proteines (10 % du poids sec). 

L'azote peut etre d'origine : 

s Minerale : 

NH 4 + et N0 3 " utilises par la plupart des bacteries; 

N0 3 _ utilise par les bacteries du genre Nitrobacter. 

N 2 utilise par les bacteries f ixatrices d’azote libres (Azotobacter) ou 
symbiotiques (Rhizobium). 

s organ igues 

Proteines, acides amines (R-NH 2 

A partir de ces composes, il y a incorporation dus NH 4 + liberes apres 
desamination ou utilisation du radical NH 2 par transamination. 



III. Le soufre et le phosphate 

Le soufre se trouve dans les proteines, an niveau des groupement thiols (- 
SH) des a.a. soufres (cystine et cysteine). 

Le phosphore incorpore sous la forme de phosphate inorganique. 

fait partie des acides nucleiques, de certains coenzymes et de I'ATP. 

IV. Autres elements mineraux 

■S Macro-elements : 

Na, K, Mg. Cl : role dans lequilibre physicochimique. 

Fe pour les Cytochromes; 

Mg pour la chlorophylle. 

s Micro-elements : 

Co, Cu, Mn, et autres cofacteurs ou activateurs d'enzymes. 



TYPES TROPHIQUES 


Trois types trophiques 

1 . Source d'energie 


en fonction 
utilisee 


(phototrophie/chimiotrophie) et la nature du donneur 
delectrons (lithotrophie / organotrophie); 


2. Accepteur final d'electrons 


ou anaerobie / fermentation); 


(respiration aerobie 


3. Source de carbone 


(autotrophie / heterotrophie). 
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1. Source denergie 

1.1 Phototrophe 


Source d energie (ATP) = lumiere. 

> Exemple bacteriochlorophylle (chlorophylle); 

> carotenes. 
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1. Source d'energie 

1.2 Chimiotrophe 


Chimiotrophe : source d'energie = oxydation 
de substrats reduits ; 

Chimiolithotrophe : substrat minerale 

(Thiobacillus : H zS, 5 (sulfure) / Ni+rosomonas 

(NH+, no;). 

Chimiorqanotrophe : substrat organique , les + 
nombreux correspond souvent a une 
deshydrogenation : glucide, aa, A.G. 
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1. Source d'energie 

1.3 Source d'hydrogene et d electrons 


r Lithotrophe : molecules inorganiques 
(chimiques) reduites ; 

r Organotrophe : molecules organiques reduites. 
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2. Accepteur final d’electrons 

2.1 Respiration aerobie 


L’accepteur final d'electrons est \0z, ou des ions de 

CO| + , SO%-. 
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2. Accepteur final delectrons 

2.2 Respiration anaerobie 


L'accepteur final delectrons est une molecule 
minerale (Fe, ...). 
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2. Accepteur final d'electrons 

2.3 Fermentation 


L’accepteur final d'electrons est une molecule 
organique qui est reduite (acide, alcools, ...). 
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3. Source de carbone 

3.1 Autototrophe 


• source de carbone = C0 2 ; 
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3. Source de carbone 

3.2 Heterototrophe 


• source de carbone = molecules organiques reduites 
(sucres, acides organiques, alcools) (exemple 
Pseudomonas methanica (CH 4 )). 

€ Prototrophe ; bacterie Heterotrophe qui a partird'une 
meme molecule organique faire toutes ces reactions de 
biosynthese moleculaire. 
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3. Source de carbone 

3.3 Auxototrophe 


perte de la capacite de synthese d'un nutriment 



facteurs de croissance 


) (acide amine, purine, 


pyrimidine et vitamine) essentiel au developpement 
(= coenzymes ou leurs precurseurs)(ex : Vit B2 = 
riboflavine deshydrogenation (NADVFAb); 
Thiamine (decarboxylation); biotine 
(carboxylation)). 
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Synthese : 

Source de carbone et denergie 


• Certains substrats peuvent etre a la fois 
source de carbone et denergie. 

• Dans 1 milieu de culture, on a souvent les 2. 

-Interet : identification. 
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Chapitre I : Culture des bacteries 


• Culture se fait soit sur milieu liquide ou 
milieu solide. 

• L'isolement et I'identif ication bacterienne se 
fait sur milieux geloses contenants les 
substances indispensables a la croissance. 
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• 1. 1.1 -Milieux oTisolement et ^identification 


• Gelose nutritive (£N) est la plus repandu (bouillon nutritif 
+ 12 a 15 g/L d'agar). 

• Agar extraite de certains algues brunes et fixe jusqu'a 300 
fois son poids en eau. 

- Polyholoside mixte de D- et L-galactose esterif ie par de la. 
sulfurique. 

- Soluble a 100°C et reste en surfusion a 45°C puis se solidifie 
(gelifie). 

• Chaque cellule disseminees a la surface de GN donne 
une colonie. 

- 1 colonie isolee donne une culture pure et constitue le point de 
depart dl etude systematique a I'origine de I'identif ication. 



I'identif ication permettent la recherche la presence 
ou I'absence d'un caractere particulier : 

- Fermentation d'un sucre; 

- Production de gaz (H 2 S); 

-Formation de composes particulars (I'indole, 
I'acetoTne, ...); 

- Presence d'une enzyme (decarboxylase, 
desaminase, gelatinase, p>-galactosidase, nitrate 
reductase, ...); 

-Mobilite (mannitol mobilite nitrate). 
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• 1.1.2- Milieux selectifs ou d'enrichissement 


• Favorisent la croissance d'une espece aux depens des autres 
grace a des inhibiteurs chimiques qui bloquent les autres 
groupes : 

- BEA (streptocoques fecaux) : azide de sodium qui inhibe les 
Gram ; 

- CHAPMAN (staphylocoques) : 75 g / L de NaCI; 

- HEKTOEN (enterobacteries) : sels biliaires inhibe les Gram 
et E c:, 

- Milieu au SELENITE DE SODIUM : inhibe les bacteries Gram 
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1.1.3- Milieux synthetiques 


• Leur composition est connue et depend des 

exigences nutritionnelles des souches cultivees 
auxotrophies). 

- Cas de Haemophilus influenza : contient 32 composants 
(AA, vitamine, sels mineraux, bases puriques, ...) 

• Permettent d etudier les besoins nutritionnels d'une 
bacterie. 
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1.1.4- Milieux empiriques 


• Leur composition n'est pas connue avec precision : 

- Exemple : Peptone issu dune digestion chimique ou 
enzymatique des matieres proteiques telles que la viande, la 
caseine et la gelatine. 

• Selon le type de degradation : polypeptides, des 
oligopeptides et des a a. 

- Peptone pepsique pepsine). 

- Peptone trypsique (= tryptone)(ss action du sue pancreatique). 

- Extrait de viande (infusion de viande de boeuf). 

- Extrait de levure (digestion enzymatique). 


La croissance 
bacterienne 
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I. Definition 


• Generalement c'est I'accroissement de tous les composants 
d'un organisme. 

• Chez les organismes pluricellulaires, il y a augmentation de 
la taille. 

• Chez les bacteries augmentation du nombre de cellules. 

• Cet accroissement est done synonymes dune multiplication 
bacterienne. 

• Chez Escherichia coli, toutes les 20 min environ, 1 bacterie 
donne naissance a 2 bacteries identiques. 
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@ Methodes de mesure de la croissance 



culture 


N.B„ Durant la croissance la VC et I aeration do i vent etre respectees 



II. 1 Mesure du_ nombre de cellules_ (Tb) 

Nombre de cellules totales 

> Cellule de THOMAS 

> Dispositif electronique Compteur Coulter) 

Nombre de cellules viables 

> Sur milieu solide 

> Sur milieu liquide 

II. 2 Mesure de !a masse 

T Mesure du poids sec (P frais d'l bacterie = 1,5 10 12 g). 

T Dosage de I'azote total (14 % du poids sec). 

€ La turbidimetrie consiste a mesure le trouble bacterien 





La turbidimetrie 


Une suspension cellulaire, traversee par un rayon 
lumineux, disperse la lumiere (absorbe) et la 
quantite transmise est reduite par rapport a la 
quantite emise. 

Ceci est mesure a I'aide d'un spectrophotometre. 
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Cuve a 

spectr op hotomet re 




1 




... 


Lumiere ref lech ie 
(absorbee) 


> I < Iq 

Toute suspension bacterienne 
obeit 6 le Loi da Beer Lambert : 

D O = log I 0 / I = Z I C - K C 

X = constants d'absorbance 
1 = distance traverses par le rayon (1 cm) 


X et I sont constantes, done DO proportfonnelle a C 


La longueur d'onde utilisee pour la suspension bacterienne est 
comprise en+re 550 et 660 nm (speotre d' absorbance). 
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III. Les parametres de la croissance 

• La croissance d'une bacterie est definie par 2 constantes : 

• Le temps de generation (en heure) 

c’est le temps qui separe 2 divisions successives (= terns necessaire au 
dedoublement de la population). 

9 = t/n 

• t : temps de croissance (connu) et n = nombre de divisions. 

• Le taux_ de division (v) ( , en hr 1 . 

c’est le nombre de division par unite de temps. 

v - //- n / t done v = 1 / g 

• v est exprime en nombre de division / unite de temps 

• Ex. Chez Escherichia coli. v- 3 div. / h. 
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0 Expression mathematique de la croissance 


nombre de Bacteries 


* N 0 = 1 N 0 
+ Ni = 2N 0 


■* Ni — 2x2 xN 0 


N 3 — 2 x 2 x 2 x No 


-» N 4 = 2 x2x2 x2xNq 


2 3 N f 


t, 


* N n = 2 x 2 x2 x2x 

U_ 


N 0 - — + 2 n N 0 


n fois 

(11 — nombre divisions et N 0 = nombre de bacteries a t 0 ) 


X = 2 n N 0 (avcc 


= n/t et n = 

) done N — 2 


No 
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V. Representation qraphique de la courbe de croissance 


La croissance bacterienne est representee par un graphique : 

N = f(t) ou DO = f(t), ... 

V.l Representation arithmetipue N= ftt) 

A t 0 correspond N 0 (ordre 10 5 a 10 6 ), 

A tj correspond Nj = 2 N 0 (2 10 5 a 2 10 6 ) avec tj - 1 0 
A t 2 correspond N 2 = 4 N 0 (4 10 5 a 4 10 6 ) avec t 2 - 



Sur le graphique : lechelle pose 


robleme ? 


car la progression de nombre de cellules suit une echelle 
logarithmique. 
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V.2 Representation locjarithmeticjue Loq(N)= f(t ) 

La croissance bacterienne est representee par un graphique : 


N = 2 n N 0 (avec v (= //) = n/t et n = vt) done N = 2 nt N 0 


Log N = Log 2 n N 0 


(n = vt) 


Log N = Log 2 n + LogN 0 




Log N = 2 vt N 0 


Log N = vt Log 2 + Log N 0 


v. Log 2 et Log N 0 sont des constantes 
done lequation dune droite y = ax = b 


Pente de la droite (= = k) 

(pente de la droite) a = k = v Log 2 





11,®$ K1 — jtofgfflfli 

It Hu® 7 , 


v = Pente / Log2 




Echelle 

garitlimique 


Eclielk 

arithmetique 


Representation logarithm iqne 


Courbe : log N = f (temps) 


log M 


log K* 




log No 


temps 




0 Tracer la courbe sur un papier sem i-logarithmique 



V.2 Representation logarithmetigue Log(N)= f(t) 



Temps (jours) 








La croissance n'est pas tou jours exponentielle 

Justification : 


£ co!i, a 3 7°C, g est de 20 min 


l/=l/g=l/20 = 0,05 div / min = 3 div / heu re. 


Apres 48 h de croissance exponentielle et si a t 0 , on a une seule 
bacterie (N 0 = 1) : 

Log N = \A Log 2 + Log N 0 Log N = 3 x 48 x 0,301 = 

Le nombre de bacteries est : N = 2,2 10 g 43 bacteries. 

Le poids d'une bacterie 1,5 10 -12 g. 


La masse bacterienne = 3,3 10 31 g soit 


3,3 10 25 tonnes 


(poids de la terre = 5 10 21 





ases de croissance 


Phase stationna/re 


phase de dec! in 


Phase de deceleration 


Phase d' acceleration 



VII .1 La phase de latence 

s Pas de croissance, No = constant et de v- 0 


Causes : 

- Lage des bacteries, 

- Composition du milieu de culture 

( a l’adaptation de la bacterie, ....) 

VII . 2 La [jhase d'accelera tion 

s Debut de croissance, le nombre bacterien augmente v > 0 
Causes : 

- Bacterie adaptee au milieu. 




ases de croissance 


Phase stationna/re 


phase de dec! in 


Phase de deceleration 


Phase d' acceleration 



VII. 3 La phase exponentielle 

S C'es t la phase physiologique ideale pour la croissance 
s Le temps de generation g est minimal 
s Le taux de division v > 0 maximal et constant 
S Sur papier semi-logarithmique : phase exponentielle = droite 
(relation proportionnelle entre le log N et le temps). 

Log N = Log2 + Log No 
(equation d'une droite ax + b) 

S La phase exponentielle dure generalement quelques heures. 
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ases de croissance 


Phase stationna/re 


phase de dec! in 


Phase de deceleration 


Phase d' acceleration 



VII. 4 La phase de ralentissement 


^Taux de division k'diminue; 

^[.'augmentation de N dans le temps est plus faible 
durant la fin de la phase exponentielle. 

^Le milieu devient moins favorable a la croissance. 


44 




ases de croissance 


Phase stationna/re 


phase de dec! in 


Phase de deceleration 


Phase d' acceleration 



VII. 5 La phase stationnaire 

s II n' y a plus de croissance : v- 0 

s Nombre de cellules viable est constant : 

Equilibre entre cellules qui meurent et celles qui apparaissent 
ou meme nombre de cellules viables sans division ni 
disparition. 

Causes : 

- I'epuisement du milieu de culture, 

- I'accumulation de metabolites toxiques, 

- 1'evolution defavorables des conditions physico- 
chimiques. 




ases de croissance 


Phase stationna/re 


phase de dec! in 


Phase de deceleration 


Phase d' acceleration 



VII. 6 Lq phase de declin 

s Le faux de division est negatif ( 1 / < 0) 

s Les bacteries ne se divisent plus, beaucoup 
meurent et certaines sont lysees. 

s Cette phase est visible ou pas selon la methode 
detude : nb bacteries viables (toujours) / 
turbidimetrie (si lyse). 







€> Cas particufiers de croissance 

9.1. Cas de la diauxie 

Croissance darts 1 milieu synthetique en presence de 2 substrats carbonees. 
Example: croissance d*E„ coffee presence de glucose et de lactose 
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9.2. Croissance synch rone 


On peut omener !es bacteries a se diviser au meme moment, ce qui 
donnerait une croissance synchrone. 

Par choc thermique chez Salmonella fyph/murium : ies bacteries sent 
incubees a Itemat ivement d une temperature de 25° C pendant 28 min, 
puis d 37 °C pendant 8 min 




IX. 3 Croissance continue 


• Dans les conditions habituelles de croissance, la phase 
exponentielle ne peut durer que quelques heures. 

• Experimentalement, on peut maintenir une culture en 
croissance exponentielle pendant plusieurs heures voire 
plusieurs jours. 

• Pour cela, il faut renouveler constamment le milieu de 
culture tout en eliment les produits resultant du 
metabolisme cellulaire. 

C'est le principe des fermenteurs industriels. 





is. faux de cnoissance maximal et N : population constants 


N est choisi en phase exponentielle et fj est maintenu constant par 
renou vehement du milieu 


logN 
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MB. regulation du taux de dilution qur doit etre eqa ] au taux de croissance 



X. Facteurs influencant la croissance bacterienne 

*! Composition du milieu de culture. 

•f! Facteurs physico-chimiques : pH, temperature, oxygene, 
a w , 

if! Agents antimicrobiens : antibiotiques, etc.. 

X . 1 Composition du_ milieu_ de culture 
• Le faux de division dune bacterie depend du milieu : 
ex Bacillus subtil is 


v- 0,3 div / h sur milieu synthetique, 
3 div / h sur bouillon nutritif. 
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Cas de i'effef de la concentration du subsfrat carbons 


chez E coli, /laugmente proportionnellement a la quantite de glucose 
jusqu'a une vdeur a partir de laquefle il est inutile d'augmenter la 

concentration du glucose (C optimde). 



NB: Un substrat fourni en concentration trop elevee pent avoir un effet 
bacteriostatique (arret de craissance) ou bactericide (mart des bacteries). 




Substrat / rendement 


En phase stationnaire, la biomasse cellulaire est directement 
proportionnelle a la concentration de la source de carbone. 

Cette biomasse determine le ren dement. 

x-x© 

R = — - — x 100 


/Wee 

Xo = P.S. des bact. A to (en g) 

X = P.S. des bact. Phase stat. 

C = Quantite substrat concerne. 

A la concentration optimal, le taux de division est optimal mais 
le rendement peut continuer a augmenter. 57 



X.2 Facteurs physico-chimiques 

X.2.1 Effet du pH sur la croissance 

La majorite des bacteries proliferent en milieux neutres ou 
legerement alcalins (Tampon / exp. K 2 HP0 4 et KH 2 P0 4 ). 

II existe des bacteries presentent des tolerances 
particulieres au pH : 

Certaines exigent des pH bas : on parle de bacteries 

acidophiles 

cas de Thiobacillus thiooxidans qui a un pH optimal autour de 2. 
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X.2 Facteurs physico-chimiques 

X.2.1 Effet du pH sur la croissance 


Inversement, les bacteries qui exigent un pH 
eleve sont dites des basophiles 

Exp Vibrio a un pH optimal proche de 9. 

Les bacteries ne se developpant qu'au voisinage 
de la neutral ite sont dites neutrophiles. 
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X.2.2 Effet de la press ion osmotioue (PO) sur la croissance 

La bacterie accumule dans le cytoplasme une concentration 

elevee en substrats. 

* 

PO int. > PO ext. 

Si forte augmentation de I'osmolarite du milieu extracellulaire 
—► risque de flux d'eau plasmolyse 

V 

Inhibition de processus vitaux : biosynthese de macromecules, 
replication de I'ADN, etc.. : arret de la croissance 
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X.2.2 Effet de la pression osmotique (PO) sur la croissance 


pour eviter cela, la bacterie doit ajuster sa pression 
osmotique interne a une valeur superieur celle du 

milieu externe. 

C'est I'osmo-regulation de K + , d'acides amines, sucres, 

etc.. 
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Selon ce pouvoir d'osmo-regulation, on distingue 4 groupes 
de bacteries. 


Groupe 

Exemple 

[NaCI] toleree 

Non Halophiles 



Halophiles 

Pseudomonas marina 

0,2 d 5 % 

Halophiles moderes 

Pediococcus halophillus 

2,3 d 20,5 % 

Halophiles extremes 

Halobacterium 

5 d 36 % 
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X.3 Agents antimicrobiens 


Agents chimio-therapeutiques : 

Au sens strict : 

Agent antimicrobien, produit par des 
microorganismes , tue ou inhibe d'autres 
microorganismes. 
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X.3 Agents antimicrobiens 


Au sens large : 

Toute molecule de faible PM d'origine naturelle 

(antibiotique' synthetique ou 
hemisynthetique ( les Sulfamides'j pouvant 
avoir un effet letal (bactericide) ou statique 
(bacteriostatique). 

La toxic ite est selective. 



tModafite c faction : 


Boaters os+erhque 
inhibe la cro Usance 



Temps (k) 


24 h 


m Tetracycline 
■ Chloramphenk 


i Jr* - * I f iH 1 


Bactericide 

tue les bacteries 



■ Aminoglycosid 
> Vancomydfne 


Mode d action 

S Action sur Ja synthese de la paroi 
•f Action sur fa membrane cytoplasm ique 
S Actfon sur Ja synthese des proteiques 
S Action sur Jes acides nudeiques 




(2) Inhibition de la synthese 
ria Ja membrane cytopiasmique 


( 4 ) inhibition de la 
synthese tie I'ADN 


Inhibition de la synthase 

ne 


5 ) Autres mensnismes 


{Z) inhibition de I a 
synthese proteique 


Action sur fa_ synthese de !a paroi 

• Ex. La Penicilline - analogue structural du 
dipeptide D-alanine, il empeche son incorporation 
dans la chatne peptidique. 

• II y a multiplication mais lyse cellulaire par la 
suite de I'absence de la neo-synthese de la paroi. 

• Action pendant la phase active de la croissance : 
Effet bactericide. 
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Action sur !a_ membrane cytop/asmipue 

Ex. La Po/ymixine - Antibiotique de nature 
polypeptidique qui altere la membrane 
plasmique en y formant des pores qui 
seront a I'origine de perturbation des 
echanges membranaires. 

Action pendant et en dehors de la 
croissance : Effet bactericide. 
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Action sur la svnthese des_ proteines 

• Les antibiotiques agissent sur les ribosomes pour 
empecher la lecture du code ou le fausser. 

• Ex. 1 : L ' Erythromycine se fixe au niveau de I'unite 
50 S du ribosome. Elle empeche la fixation du 
complexe acides amines-ARNt. 

^Inhibition de la synthese proteique. 

Action pendant la phase active de la croissance : 
Effet bacteriostatique. 
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Ex. 2 : La Streptomycine se f ixe au niveau de 
I'unite 30S du ribosome. 

II y a des erreurs de la lecture du code genetique 
et ('incorporation d'acide amine ne correspondent 
pas a Tin-formation des ARNm. 

II y a synthese des proteines non sens (letales). 

Action pendant la phase active de la croissance : 
Effet bactericide 
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Action sur !es acides nudeiaues 

Action sur /'AON : 

• Ex. 1 : La Mitomycine forme des ponts entre les helices 
de I'ADN 

• Elle empeche la replication par la polymerase et bloque la 
croissance. 

Action pendant la phase active de la croissance : Effet 
bacteriostatique. 

A ction sur !ARN : 


Ex. 2 : L ' Actinomycine bloque I'ARN polymerase. 
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Le classement des organismes selon la temperature 



Quatre 

psychrophiles 
mesophiles 


grands groupes de micro-organismes: 

(temperature optimale basse (4 °C)), 

(temperature optimale moyenne (39°C)), 

(temperature optimale elevee(60°C)) 

et les (temperature optimale tres 

elevee(88°C voire 106°C) [figure suivante]. 


les 


thermophiles 

hyperthermophiles 


s Les mesophiles se retrouvent chez les 
animaux a sang chaud ainsi que dans les 
environnements terrestres ou aquatiques des 
latitudes temperees a tropicales. 
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 


Temperature (°C) 

FIGURE 6.17 Relation vis-a-vis de la temperature d'organismes psychrophiles, mesophiles, thermophiles et de differents 
hyperthermophiles. Les temperatures optimales des differents organismes cites en exemple sont indiquees sur les courbes. Les 
hyperthermophiles ont des temperatures optimales superieures a 80 °C. 



La classification des micro-organismes vis-a-vis de I'oxygene 


S Les (1‘air contient 21 % d’0 2 ) et ils respirent 

I’oxygene au cours de leur metabolisme. 






De nombreux aerobies sont fWJIlMJtfl c ’ est-a-d i re que, 
selon les conditions du milieu (nutriments notamment), 
ils pourront se developper en conditions ou 


anoxiques. 


utilisent I’oxygene a des pressions 
partielles reduites (conditions Ceci est 

du au fait que leurs capacites de respiration sont 
limitees ou bien qu’ils contiennent des molecules 
sensibles a I’oxygene telles que certaines enzymes. 76 



La classification des micro-organismes vis-a-vis de I'oxygene (suite) 




Anaerobies 


ne peuvent pas utiliser I'oxygene. II 


y a des 


anaerobies aerotolerants 


qui tolerent 


la presence d'oxygene meme s'ils ne peuvent pas 


I ' utiliser; et les 


anaerobies stricts 


qui sont 


inhibes ou tues en presence d'oxygene. Les 
raisons pour lesquelles les anaerobies stricts 
sont ainsi detruits pourraient etre qu'ils ne 
peuvent eliminer certains produits toxiques 
issus du metabolisme de I'oxygene. 



La classification des micro-organismes vis-a-vis de I'oxygene (suite) 

s Le genre le + connu est Clostridium : bacilles 
anaerobies Gram positif formant des 
endospores, largement repandus dans les sols, 
les sediments et les tractus intestinaux, et 
responsables de la deterioration de produits 





FIGURE 13 Croissance en fonction de la concentration en oxygene. Localisation des colonies revelant la 
croissance d'organismes aerobies stricts, anaerobies, anaerobies facultatifs, microaerophiles et 
anaerobies aerotolerants. Du fait de la faible penetration de I' oxygene dans le tube,f0 les 

ne se developpent qu'en surface, [01 Les ^^^^^^sensibles a I' oxygene, ne se developpent 
qu'en profondeur, HLes j S pouvant se developper en presence ou en absence 

d'oxygene, se repartissent dans I'ensemble du tube ; neanmoins la croissance est meilleure en surface, 
ou ces organismes effectuent une respiration aerobie KR LesH^^BfflSfflBse developpent mieux 
dans des zones ou la concentration en oxygene est faible mais non nulle, Les 

se developpent dans I'ensemble du tube ; neanmoins leur croissance n'est pas meilleure 
en surface, car ils sont seulement capables de fermentation. 



Les techniques de culture pour les aerobies et les anaerobies 


jarre 


anaerobie 


Afin d eliminer toute trace d oxygene, on incube les 
tubes ou les bottes dans une jarre a paroi epaisse 

), fermee hermetiquement par un couvercle 
etanche aux gaz et contenant un systeme qui va 
consommer I' oxygene (figure suivante). L'air dans la 
jarre est remplace par un melange de et 
presence d'un catalyseur les traces d' oxygene seront 
consommees par I' hydrogene (H 2 + 02 — » H 2 0), ce qui 


et en 


aboutira a 


anoxie 






(a) 


(b) 


FIGURE 6.26 Incubation en conditions anoxiques. (a) Jarre anaerobie. Une reaction chimique, dans le sachet inclus dans la jarre, 
genere H 2 +C0 2 ; le H 2 produit reagit avec le 0 2 en presence de palladium comme catalyseur et genere du H 2 0. L'atmosphere finale 
contient du H 2 , du N 2 et du C0 2 . (b) Enceinte anaerobie (boite a gants) pour la manipulation et I'incubation en conditions anoxiques. 
Le sas sur la droite peut etre purge avec du gaz sans oxygene et sert a ['introduction et au retrait de materiel de I'enceinte. 



III. Mesure de la Croissance microbiennes 
III. 3- La culture continue en chemostat 


Le chemostat (fermenteur) 





Existe plusieurs systemes de culture continue, le 
plus courant est le (figure suivante). II 

permet de controler a la fois le 
la 


densite des populations 


faux de division ft 


concentration en facteur 


s Deux parametres pour permettre ce controle : le 

et la 

(source de carbone ou d' azote par 

exemple). 


taux de dilution 
Umitant 
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FIGURE Representation schematique d'un chemostat 


La densite de la population est controlee par la concentration en substrat 
limitant dans le reservoir de milieu neuf , alors que le taux de division est 
controle par le debit de milieu neuf. Ces deux parametres sont choisis 
par I'experimentateur. 







III. Mesure de la Croissance microbiennes 
. La culture continue en chemostat 

Le chemostat 


s Dans une culture en milieu ferme (tube a essai), 





84 




Merci de votre Attention 



Module : DEUST B 245 


MICROBIOL OGIE 


Professeur O. CHARAFEDDI NE 
2014/2015 



Partie 2 : 

LA division cellulaire 





1. La croissance cellulaire et la fission binaire 


La cellule bacterienne a une vie limitee et le maintient 
d'une espece est lie a une croissance continue de sa 
population. 

s Le processus de la croissance bacterienne fait intervenir 

plus de 2000 reactions chimiques 

- Certaines sont d'ordre energetique 

- d'autres impliquent la biosynthese de petites 
molecules (monomeres, des macromolecules), 

- ou sont responsables de I'approvisionnement en 
cofacteurs et coenzymes necessaires pour les reactions 
enzymatiques. 



1. La croissance cellulaire et la fission binaire 


NB: 

✓ Les principales reactions sont de polymerisation 
ou les macromolecules seront formees a partir de 
monomeres. 

s Elies seront assemblies en structures telles que : paroi 
cellulaire, membrane cytoplasmique, flagelles, 
ribosomes, inclusions cytoplasmiques, complexes 
enzymatiques, ce qui aboutira finalement a la division 
cellulaire. 



1. La croissance cellulaire et la fission binaire 


La fission binaire 

Chez une bacterie en forme de batormet telle 
qu'Escherichia coli, les cellules s'allongent jusqu'a 
atteindre deux fois leur longueur d'origine, puis se 
divisent pour finalement se separer et former deux 
cellules filles (figure 1). Par definition, une generation 
est survenue. 




ADN 


Replication 
de I'ADN 


Elongation 

cellulaire 


Formation 
du septum 


Finalisation 
de la division 
(septum) 
et formation 
de cellules 
distinctes 


Separation 
des cellules 


Figure 1. Processus general de 
fission binaire chez une cellule 
procaryote en forme de batonnet. 

le nucleotide est represente par un 
cercle vert. 



1. La croissance cellulaire et la fission binaire 


La fission binaire 

Durant la division, I'ADN se duplique ainsi que les autres 
constituants. Divers systemes enzymatiques participant a la division 
cellulaire (synthese et de degradation). 

Le temps necessaire pour une generation est tres variable et 
depend de nombreux facteurs, tant nutritionnels que genetiques. 

Dans des conditions nutritionnelles optimales, la bacterie E. coli 
peut accomplir un cycle en une vingtaine de minutes. 




2. Les proteines Fts, le plan de division 
cellulaire et la morphologie cellulaire 

■s Les proteines Fts sont essentielles dans la division cellulaire; Fts 
signifie « filaments sensibles a la temperature » («filamentous 
temperature sensitive » en anglais). 

Si mutation dans le gene codant les proteines Fts pas de division. 






Anneau 

FtsZ 


ADP + 
P, 


Anneau 

Proteines FtsZ 
du divisome 


Membrane 
cytoplasmique 

Plan de division \ 


^Membrane externe 
^Peptidoglycane 

Membrane 
cytoplasmique 


(a) 


s 


FIGURE 6.2 L’anneau FtsZ et 
la division cellulaire, (a) Plan 
de coupe d’une cellule en 
batonnet montrant I’anneau de 
proteines FtsZ tout autour du 
plan de division. 

(b) L’agrandissement montre la 
disposition des proteines du 
divisome. ZipA constitue 
I’attache de FtsZ, Ftsl est une 
proteine de la biosynthese du 
peptidoglycane, FtsK intervient 
dans la separation du 
chromosome, et FtsA est une 
ATPase. 



Les proteines Fts et la division cellulaire 

■s Parmis les FTs : 

> FTsZ : Proteine sous forme d' declenche la division au 

centre de la cellule. Existe chez tous les procaryotes, et aussi dans 
les mitochondries et les chloroplastes, (temoins de revolution entre ces 
organites et les bacteries. Ont des similitudes avec les tubulines, 
proteines intervenant dans la division cellulaire des eucaryotes. 

Cet anneau attire d'autres proteines impliquees dans la division cellulaire 
telles que FtsA et ZipA . 

Le point d'ancrage (= divisome) deviendra le plan de division cellulaire. 

> ZipA permet I'ancrage de I'anneau forme par les proteines FtsZ a 
la membrane cytoplasmique. 

> FtsA est une ATP-hydroxylase qui va fournir I'energie necessaire 
pour I'assemblage des nombreuses proteines dans divisome ; 




2. Les proteines Fts, le plan de division cellulaire et la morphologie cellulaire 


La replication de I'ADN et la division cellulaire 

s La replication de I'ADN se fait avant la formation de I'anneau FtsZ. C'est 
I'arret de la synthese d'ADN qui constitue le signal pour la formation de cet 
anneau qui se forme entre les deux nucleoides. 

La localisation du centre de la cellule par les proteines FtsZ se realise grace 
a des proteines Min , notamment les proteines MinC et MinE. 

MinC inhibe la division cellulaire et empeche la formation de I'anneau 
FtsZ tant que la localisation precise du centre n'a pas ete definie. 

2. MinE inhibe I'activite de MinC et se fixe au centre de la cellule. Son 
activite declenche I'attachement des proteines FtsZ et le debut du 
divisome. 




2. Les proteines Fts, le plan de division cellulaire et la morphologie cellulaire 


La replication de I'ADN et la division cellulaire (suite) 

s Au fur et a mesure de I'elongation cellulaire, les deux copies du 
chromosome sont separees, chacun vers sa propre cellule fille (voir figure 
1 ). 

Plusieurs proteines Fts, dont la proteine FtsK, interviennent dans ce 
processus (figure 2). Lors de la constriction, I'anneau de proteines FtsZ se 
depolymerise, declenchant la croissance vers I'interieur du materiel 
cellulaire pour finalement isoler les deux cellules filles. 

La proteine FtsZ possede une activite d'hydrolyse de la guanosine 
triphosphate (GTP) pour produire I'energie necessaire a la polymerisation et 
la depolymerisation de FtsZ, et done a la formation et la dissociation de 
I'anneau FtsZ (figure 2). 
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2. Les proteines Fts, le plan de division cellulaire et la morphologie cellulaire 


La replication de I'ADN et la division cellulaire (suite) 

s De nombreuses donnees sur la division cellulaire sont apparues recemment 
et des donnees de genomique ont continue que les proteines FtsZ sont tres 
bien conservees parmi des lignees phylogenetiques differentes. 

Au-dela de la recherche fondamentale, il y a un grand interet a comprendre 
la division cellulaire bacterienne d'un point de vue moleculaire, car cela 
pourrait permettre le developpement de nouvelles molecules ciblant 
specifiquement des processus cles de la division. 

Comme pour la penicilline (qui cible la synthese de la cellulaire ), des 
molecules qui interfereraient avec le fonctionnement des proteines 
FtsZ, ou d'autres proteines de la division cellulaire bacterienne, 
pourraient etre d'un grand interet en medecine. 


,= 


2. Les proteines Fts, le plan de division cellulaire et la morphologie cellulaire 

La forme de la cellule et les proteines de type Actine chez les 
procaryotes 

■/ Pendant longtemps, on a cru que le mode de synthese du 
peptidoglycane definissait la morphologie cellulaire. 

La principale « proteine de forme » chez les procaryotes est appelee 
. Cette proteine constitue un cytosquelette de type actine chez 
les Bacteria, et probablement aussi chez les Archaea. 

Les proteines MreB torment des anneaux filamenteux en spirales 
tout autour de I'interieur de la cellule, sous la membrane 
cytoplasmique. Ce cytosquelette MreB definit probablement la forme 
de la cellule en generant une contrainte pour la membrane 
cytoplasmique. 
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2. Les proteines Fts, le plan de division cellulaire et la morphologie cellulaire 


La forme de la cellule et les proteines de type Actine chez les procaryotes (suite) 

•/ Les cellules procaryotes produisent d'autres proteines identiques, du 
point de vue de leur structure, aux et des 

eucaryotes, impliquees respectivement dans la division cellulaire et 
I'echafaudage de la partie interne de la cellule. 




3. La synthese du peptidoglycane et la 

division cellulaire 


s Avant que la division cellulaire puisse survenir, la synthese de paroi 
nouvelle doit intervenir. De plus, cette nouvelle synthese, doit etre 
additionnee a de la paroi preexistante sans perte de I'integrite 
cellulaire. 
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3. La synthese du peptidoglycane et la division cellulaire 


A la base de I'anneau FtsZ, de petites ouvertures sont creees dans 
la paroi cellulaire grace a des enzymes, appelees , dont 

la fonction est analogue a du lysozyme. Les autolysines sont 
presentes au sein du complexe proteique du divisome. 



(a) 


FIGURE 6,3 Synthese de la paroi chez une bacterie Gram positif, (a) Localisation de 
la nouvelle paroi synthetisee lors de la division cellulaire. 

Chez les coques, la synthese de la paroi (en vert) est localisee en un seul point. 
L’anneau FtsZ (voir figure 6.2) definit le plan de division. 
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3. La synthese du peptidoglycane et la division cellulaire 


La biosynthese du peptidoglycane 

■s La synthese du nouveau peptidoglycane, lors de la croissance, 
necessite la coupure controlee de I'ancien peptidoglycane par les 
autolysines et I'insertion simultanee des precurseurs du nouveau 
peptidoglycane. 



FIGURE 6,3 (b) Synthese de la paroi chez une bacterie Gram positif, 

Observation au microscope electronique a balayage de cellules de 
Streptococcus hemolyticus montrant les bourrelets parietaux (indiques par 
les fleches blanches). Une cellule mesure 1 pm de diametre. 



3. La synthese du peptidoglycane et la division cellulaire 


La biosynthese du peptidoglycane 

■/ Une molecule transporteuse de lipides, le (figure 

suivante) joue un role majeur dans ce processus. Le bactoprenol est 
une molecule d'alcool en C55 qui se lie aux precurseurs du 
peptidoglycane W-acethyl glucosamine/acide W-acethyl 
muramique/pentapeptide (figure). 


I I i J 

H 3 C - c - CHCH 2 (CH 2 C = CHCH 2 ) 9 CH 2 C = chch 2 

0 

1 

O— p — o 

I 

0 

1 

o=p-o 






— o 


FIGURE 6,4 Bactoprenol (undecaprenol diphosphate). Cette 
molecule tres hydrophobe transporte les precurseurs du 
peptidoglycane au travers de la membrane cytopiasmique. 







FIGURE 6.5 Synthese du peptidoglycane . (a) Transport des precurseurs 
au travers de la membrane cytoplasmique vers la zone de croissance de la 
paroi cellulaire. 



3. La synthese du peptidoglycane et la division cellulaire 


La biosynthese du peptidoglycane 

■s Le bactoprenol transporte des precurseurs du peptidoglycane au 
travers de la membrane cytoplasmique jusqu'au periplasme. 

■s Dans le periplasme, le bactoprenol reagit avec des enzymes pour 
additionner les precurseurs de la paroi au point de croissance et 
catalysent les reactions de formation des ponts glycosidiques (voir 
figure). 

La derniere etape de la synthese de la paroi est appelee 
transpeptidation (= formation de liaisons peptidiques entre residus 
d'acide muramique contenus dans des chaines de glycane 
adjacentes. 
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FIGURE 6.5 Synthese du peptidoglycane . 

(b) Reaction de transpeptidation aboutissant a la jonction de deux 
chaines de peptidoglycane. La penicilline inhibe cette reaction. 



3. La synthese du peptidoglycane et la division cellulaire 


La transpeptidation : cible de la penicilline 

■s La transpeptidation est inhibee par un antibiotique, la penicilline. 

s De nombreuses proteines se fixant a la penicilline ont ete identifies 
dont la proteine Ftsl (figure 2). 

Lorsque la penicilline se fixe a ces proteines, elles ne presentent 
plus d'activite catalytique. 

arret de synthese de la nouvelle paroi, et 
I'activite des autolysines va affaiblir la paroi pour finalement 
aboutir a une lyse cellulaire. 


Consequence 



3. La synthese du peptidoglycane et la division cellulaire 


a transpeptiaation : ciDie de la penicnnne (suite 

■s La penicilline a ete tres utilisee en medecine pour deux raisons 
principales : 

1. en premier lieu, les humains, eucaryotes, n'ont pas de 
peptidoglycane, ce qui permet ('utilisation de cet antibiotique a 
forte dose; 

2. en second lieu, pratiquement toutes les bacteries pathogenes 
contiennent du peptidoglycane et presentent done 
potentiellement des cibles pour la penicilline. 
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XIX. 1 . - Les mesures directs de la croissance 
microbienne : comptages des cellules totales et viables 


✓ Voir TO : 

s 2 techniques 



a.- Le comptage des cellules totales (microscope) 


S soit a partir d'echantillons seches sur lame, soit d'echantillons liquides 
(( cellules de comptage ) 
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III. Mesure de la Croissance microbiennes 

III.l.- Les mesures directs de la croissance microbienne : comptages des cellules totales et viables 


b.- Cytometrie de flux 


permet de compter une a une des cellules en suspension dans un 
liquide, de les trier en fonction de leurs proprietes electriques, 
optiques et geometrique 

£§ En pratique, dans un cytometre de flux, des cellules circulent 
dans un flux liquide qui permet de les aligner les unes derriere 
les autres. Elies sont traversees une a une par un faisceau laser, 
permettant de ce fait la mesure simultanee de plusieurs 
parametres : 
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b.- Cytometrie de flux 


I'intensite de la lumiere diffusee sous un angle inferieur a 

10° qui nous informe sur la faille des cellules; 

- I'intensite de la lumiere diffusee a angle droit nous renseigne 
sur la forme des cellules; 

- la fluorescence emise naturellement ou artif iciellement apres 
coloration par les cellules (orange acridine par exemple) ce qui 
permet dans ce dernier cas de differencier les cellules vivantes 
et mortes (epifluorescence). 
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IV. IMPACT DE L 1 EN VIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE 
MICROBIENNE. 


S Quatre facteurs : la temperature, le pH, t'eau et I'oxygene 
D'autres facteurs, tels que la pression ou les radiations, peuvent 
egalement inf luer sur la croissance des micro-organismes. 



IV. IMPACT DE L'ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE LA TEMPERATURE 

L’impact de la temperature sur la croissance 



FIGURE 6.16 Effet de la temperature sur le taux de croissance 
et consequences au niveau moleculaire pour la cellule. Les 

selon 






IV. IMPACT DE L'ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE LA TEMPERATURE 
IV.l- L' impact de la temperature sur la croissance 


Le classement des organismes selon la temperature 


s Quatre grands groupes de micro-organismes: 

> les psychrophiles (temperature optimale basse (4 °C)), 

> les mesophiles (temperature optimale moyenne (39 °C)) / 

> les thermophiles (temperature optimale elevee(60°C)) 

et les hyperthermophiles (temperature optimale tres elevee(88°C voire 106°C) 
[figure 17]. 

S Les mesophiles se retrouvent chez les animaux a sang chaud ainsi 
que dans les environnements terrestres ou aquatiques des latitudes 
temperees a tropicales. 





0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 


Temperature (°C) 

FIGURE 6.17 Relation vis-a-vis de la temperature d'organismes psychrophiles, mesophiles, thermophiles et de differents 
hyperthermophiles. Les temperatures optimales des differents organismes cites en exemple sont indiquees sur les courbes. Les 
hyperthermophiles ont des temperatures optimales superieures a 80 °C. 



:roissance microbienne la 

IV.l- L' impact de la temperature sur la croissance 


Le classement des organismes selon la temperature 


Les psychrophiles et les thermophiles colonisent des 
environnements exce ptionnellement froids ou chauds selon le cas. 

Les hyperthermophiles se retrouvent dans des environnements 
extremement chauds tels que les sources geothermales, les geysers 
ou au niveau des sources hydrothermales oceaniques profondes. 

Escherichia coti, organisme mesophile. L' optimum de temperature 
est 39 °C, la temperature maximale est de 48 °C et la minimale de 8 
°C. 
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IV. IMPACT DE L'ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE LA TEMPERATURE 
IV.1.1- La croissance microbienne a basse temperature 


Les micro-organismes psychrophiles et psychrotolerants 


s Un organisme psychrophile presente une temperature optimale de 
15 °C ou moins, une temperature maximale inferieure a 20 °C et une 
temperature minimale de 0 °C ou moins. 

S Un organisme pouvant se developper a une temperature de 0 °C mais 
dont I' optimale se situe entre 20 °C et 40 °C est appele 

psychrotolerant. 
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La croissance microbienne a basse temperature 


La congelation 


■s Le gel empeche la croissance microbienne mais ne provoque pas 
forcement la mort. 

s be fait, ('utilisation de ces produits appeles cryoprotecteurs 
(glycerol), constitue un mode de preservation des cultures 
microbiennes a tres basse temperature (entre - 70 °C et - 196 °C). 

s Des cellules de micro-organismes correctement congelees restent 
viables durant de tres longues periodes (plusieurs dizaines 
d'annees). 
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IV. IMPACT DE L'ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE LA TEMPERATURE 
La croissance microbienne a haute temperature 


Les environnements chauds 

s Les thermophiles (temperature optimale de croissance au-de/a de 
45 °C) alors que les hyperthermophiles est au-dela de 80°C. 

s Les produits sujets a fermentation tels qu'un tas de compost ou des 
produits d'ensilage peuvent atteindre des temperatures de 70 °C. 




IV. IMPACT DE L’EN VIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE LA TEMPERATURE 


On peut en conclure que : 

> 1 ) les organismes procaryotes sont capables de croissance a des 
temperatures plus elevees que les eucaryotes ; 

> 2) les plus thermophiles parmi les procaryotes sont des Archaea ; 

> 3) les organismes non phototrophes sont capables de croissance a des 
temperatures plus elevees que les phototrophes. 


V. IMPACT DE L’ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE : pH, Pression osmotique et 
oxygene 


La croissance microbienne a pH acide ou alcalin 


S L'echelle de pH est /ogarithmique; une variation d'une unite pH 
represente un changement d'un facteur 10 de la concentration en 
ions H + . Ainsi, le vinaigre (pH proche de 2) est un milliard de fois 
plus concentre en ions H + que I 'ammoniac domestique (pH proche de 
11 ). 





oxygene 

La croissance microbienne a pH acide ou alcalin 


Le pH et la croissance 


S Le pH des micro-organismes varie enormement: de 1 a 2 dans les 
sols et lacs acides jusqua 9 a 10 dans les sols et lacs alcalins. 

s Lechelle de pH setend de 0 a 14. La plupart des jl/.o ont des pH 
compris entre 5 et 9. 





S Chaque espece une gamme de pH et possede un pH optimum de 


croissance : 

• les acidophiles extremes qui ont un optimum de pH de croissance situe 
entre 0 et 2 ( Thiobacillus thiooxydans)’, 

■ les acidophiles ont leur optimum de croissance situe entre 1 et 5,5 et 
peuvent se developper jusqu a pH 9 (levures, moisissures, bacteries 

lactiques et acetiques). 

> Les neutrophiles entre 5,5 et 8 (majorite des bacteries surtout 

bacteries pathogenes et sporulantes). 

> les alcalophiles entre 8,5 et 11,5 voire superieurs pour les 
alcalophiles extremes {Bacillus pasteur ii et Sporosarcina ureae). 





V. IMPACT DE L’ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE : pH, Pression osmotique et 
oxygene 

La croissance microbienne a pH acide ou alcalin 


Le pH et la croissance 


Exemples : 


> E. coti presente un optimum de croissance a 6,0 - 8,0 mais est 
encore capable de se developper a des pH entre 4,3 et 9,0. 

> Moisissures et levures ont des gammes de pH de croissance 
extremement larges respectivement de 1,5 a 11 et de 1,5 a 8,5 
et de plus sont capables de se developper dans des milieux dont 
l'a w est faible. Ce qui explique qu’on puisse les retrouver comme 
microorganismes de contamination dans de nombreux aliments. 
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V. IMPACT DE L’ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE : pH, Pression osmotique et 
oxygene 



b. Le pH interne de la cellule 


s proche de la neutrality pour eviter la destruction des macromolecules 
acido-ou alcali-sensibles. 

■s Pour la majorite des micro-organismes (neutrophiles), le pH 
cytoplasmique reste proche de la neutrality. 

■/ En ce qui concerne les acidophiles alcaliphiles, ce pH interne peut 
varier. Ainsi, chez Picrophilus. oshimae, le pH interne a ete mesure a 
4,6 et, chez certains alcaliphiles extremes (Archaea), il peut atteindre 
9,5. 






La croissance microbienne a pH acide ou alcalin 

c. Les tampons 


s Pendant la croissance, le pH change. Des solutions tampons sont 
utilisees pour maintenir le pH stable au cours de la croissance. 
Plusieurs types de tampons sont utilises. 

s Pour des gammes de pH proches de la neutral ite, le phosphate de 
potassium est utilise comme tampon (K 2 HP0 4 , KH 2 P0 4 ). 



oxygene 


V.2- L'influence de la pression osmotique sur la croissance 
a. L'activite de I'eau et I' osmose 


S La disponibilite de I'eau qui est l'activite de I'eau notee a w varient 
entre 0 et 1 (voir tableau 2). 

S L'eau diffuse depuis les zones a forte concentration en eau (faible 
concentration en elements dissous) vers les zones a faible 
concentration en eau (forte concentration en elements dissous) ; 
c’est le processus appele osmose 

S L'eau a done tendance a diffuser vers I'interieur de la cellule qui 
presente une balance positive pour / eau 
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Tableau 6.2 


Mesures de l' activity de l'eau 
( a w ) de certains produits 


Activite 
de l'eau 

Produits 

Exemples 

d'organismes 3 

1,000 

Eau pure 

Caulobacter, Spirillum 

0,995 

Sang humain 

Streptococcus, 

Escherichia 

0,980 

Eau de mer 

Pseudomonas, Vibrio 

0,950 

Pain 

La pluspart des bacilles 
Gram positif 

0,900 

Sirop d'erable, 
jambon 

Coques Gram positif tels 
que Staphylococcus 

0,850 

Salami 

Saccharomyces rouxii 
(levure) 

0,800 

Gateau aux fruits, 
confiture 

Saccharomyces bailii, 
Penicillium (champignon) 

0,750 

Lacs sales, poisson 
sale 

Halobacterium, 

Halococcus 

0,700 

Cereales, sucre, 
fruits secs 

Xeromyces bisporus et 
autres champignons 
xerophiles 


3 Exemples d'organismes procaryotes ou de champignons capables de 
croissance dans un milieu de culture dont I’activite de l'eau est ajust£e £ 
la valeur indiquee. 





Selon. ce pouvoir d'osmo regulation, on distingue 4 groupes de bccteries 


Gro upe 

Exemple 

[NaCf] toleree 

Non Habphiles 


0 a 4 % 

Hdophiles 

Pseudomonas marina 

0,2 a 5 % 

Halophifes moderes 

Pediococcus hahphiius 

2,3 d 20,5 % 

Haiophiles extremes 


5 c 36 % 


Halotolerant : Staphylococcus aureus 






















V. IMPACT DE L'ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE : pH, Pression osmotique et oxygene 

V.3. L'influence de I'oxygene sur la croissance 


v' La vie necessite la presence d 1 oxygene moleculaire (0 2 ); mais, de 
nombreux p.o. peuvent vivre sans, ou doivent vivre en absence 
d' oxygene. 

s Les besoins ou tolerance vis-a-vis de I'oxygene varient selon les 
micro-organismes. Ce qui classe les y.o. dans plusieurs groupes 
(tableau 4). 




Tableau 6.4 


Relation des micro-organismes avec l'oxygene 


Groupe 

Relation a l'0 2 

Type de metabolisme 

Exemple 8 

Habitat 6 

Aerobies 

Stricts 

Necessaire 

Respiration aerobie 

Micrococcus luteus (B) 

Peau, poussiere 

Facultatifs 

Non necessaire mais 
croissance amelioree 

Respiration aerobie ou 

anaerobie, 

fermentation 

Escherichia coli (B) 

Gros intestin des 
mammiferes 

Microaerophiles 

Necessaire a 

concentration inferieure 
a l'0 2 atmospherique 

Respiration aerobie 

Spirillum volutans (B) 

Lac (eau) 

Anaerobies 

Aerotolerants 

Non necessaire et 
croissance non amelioree 

Fermentation 

Streptococcus 
pyogenes (B) 

Tractus respiratoire 
superieur 

Stricts 

Toxique, letale 

Fermentation ou 
respiration anaerobie 

Methanobacterium (A) 
formicicum 

Station d'epuration des 
eaux usees, sediments 
anoxiques 


a Les lettres entre parentheses indiquent le type d'organisme (B, Bacteria ; A, Archaea). Des representants de chacun des domaines des prokaryotes sont 
connus dans chaque categorie. La plupart des Eukarya sont des aerobies stricts, mais certains anaerobies facultatifs (levures par exemple) ou stricts 
(certains protozaires et champignons) sont connus. 
b Les habitats typiques des organismes cites sont listes. 
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La classification des micro-organismes vis-a-vis de I'oxygene 

S Les oerobies (I'air contient 21 % d'0 2 ) et ils respirent I'oxygene au 
cours de leur metabolisme. 

■S be nombreux aerobies sont facultatifs c'est-a-dire que, selon les 
conditions du milieu (nutriments notamment), ils pourront se 
developper en conditions oxiques ou anoxiques. 

■S Les microaerophiles utilisent I'oxygene a des pressions partielles 
reduites (conditions micro-oxiques). Ceci est du au fait que leurs 
capacites de respiration sont limitees ou bien qu'ils contiennent des 
molecules sensibles a I'oxygene telles que certaines enzymes. 


Tableau 6.4 


Relation des micro-organismes avec l'oxygene 


Groupe 

Relation a l'0 2 

Type de metabolisme 

Exemple 8 

Habitat 6 

Aerobies 

Stricts 

Necessaire 

Respiration aerobie 

Micrococcus luteus (B) 

Peau, poussiere 

Facultatifs 

Non necessaire mais 
croissance amelioree 

Respiration aerobie ou 

anaerobie, 

fermentation 

Escherichia coli (B) 

Gros intestin des 
mammiferes 

Microaerophiles 

Necessaire a 

concentration inferieure 
a l'0 2 atmospherique 

Respiration aerobie 

Spirillum volutans (B) 

Lac (eau) 

Anaerobies 

Aerotolerants 

Non necessaire et 
croissance non amelioree 

Fermentation 

Streptococcus 
pyogenes (B) 

Tractus respiratoire 
superieur 

Stricts 

Toxique, letale 

Fermentation ou 
respiration anaerobie 

Methanobacterium (A) 
formicicum 

Station d'epuration des 
eaux usees, sediments 
anoxiques 


a Les lettres entre parentheses indiquent le type d'organisme (B, Bacteria ; A, Archaea). Des representants de chacun des domaines des prokaryotes sont 
connus dans chaque categorie. La plupart des Eukarya sont des aerobies stricts, mais certains anaerobies facultatifs (levures par exemple) ou stricts 
(certains protozaires et champignons) sont connus. 
b Les habitats typiques des organismes cites sont listes. 






V. IMPACT DE L’ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE : pH, Pression osmotique et 
oxygene 

L’influence de I’oxygene sur la croissance 


La classification des micro-organismes vis-a-vis de I'oxygene (suite) 

S Anaerobies ne peuvent pas utiliser I'oxygene. II y a des anaerobies 
aerotolerants, qui tolerent la presence d'oxygene meme s'ils ne 
peuvent pas I'utiliser, et les anaerobies stricts, qui sont inhibes ou 
tues en presence d'oxygene (tableau 4). Les raisons pour lesquelles 
les anaerobies stricts sont ainsi detruits pourraient etre qu'ils ne 
peuvent eliminer certains produits toxiques issus du metabolisme de 
I'oxygene. 
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V. IMPACT DE L’ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE : pH, Pression osmotique et 
oxygene 

L’influence de I’oxygene sur la croissance 


La classification des micro-organismes vis-a-vis de I'oxygene (suite) 

S Le genre le + connu est Clostridium '■ bacilles anaerobies Gram 
positif formant des endospores, largement repandus dans les sols, 
les sediments et les tractus intestinaux, et responsables de la 
deterioration de produits alimentaires en conserve. 
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(a) (b) (c) (d) (e) 


FIGURE 13 Croissance en fonction de la concentration en oxygene. Localisation des colonies revelant la 
croissance d'organismes aerobies stricts, anaerobies, anaerobies facultatifs, microaerophiles et 
anaerobies aerotolerants. Du fait de la faible penetration de I' oxygene dans le tube, (a) les aerobies 
stricts ne se developpent qu'en surface, (b) Les anaerobies, sensibles a I'oxygene, ne se developpent 
qu'en profondeur, (c) Les anaerobies facultatifs, pouvant se developper en presence ou en absence 
d'oxygene, se repartissent dans I'ensemble du tube ; neanmoins la croissance est meilleure en surface, 
ou ces organismes effectuent une respiration aerobie, (d) Les microaerophiles se developpent mieux 
dans des zones ou la concentration en oxygene est faible mais non nulle, (e) Les anaerobies 
aerotolerants se developpent dans I'ensemble du tube ; neanmoins leur croissance n'est pas meilleure 
en surface, car ils sont seulement capables de fermentation. 



V. IMPACT DE L'ENVIRONNEMENT SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE : pH, Pression osmotique et oxygene 
. L’inf luence de I'oxygene sur la croissance 

Les techniques de culture pour les aerobies et les anaerobies 


S Afin d'eliminer toute trace d'oxygene, on incube les tubes ou les 
boTtes dans une Jarre a paroi epaisse (Jarre anaerobie), fermee 
hermetiquement par un couvercle etanche aux gaz et contenant un 
systeme qui va consommer I'oxygene (figure suivante). L'air dans la 
jarre est remplace par un melange de H z et C0 2 , et en presence 
d'un catalyseur les t races d'oxygene seront consommees par 
I 'hydrogene (H 2 + 02 — » H 2 0), ce qui aboutira a I'anoxie. 




(a) (b) 

FIGURE 6.26 Incubation en conditions anoxiques. (a) Jarre anaerobie. Une reaction chimique, dans le sachet inclus dans la jarre, 
genere H 2 +C0 2 ; le H 2 produit reagit avec le 0 2 en presence de palladium comme catalyseur et genere du H 2 0. L'atmosphere finale 
contient du H 2 , du N 2 et du C0 2 . (b) Enceinte anaerobie (boite a gants) pour la manipulation et I'incubation en conditions anoxiques. 
Le sas sur la droite peut etre purge avec du gaz sans oxygene et sert a ['introduction et au retrait de materiel de I'enceinte. 






t 1 ! Les bacteries peuvent s'attacher aux surfaces, s'associer entre 
elles et s'entourer d'un polymere organique pour constituer un 
biofilm. 


fo nnniio n 
du bio film. 



sm'£ice 
nd lier^ii t e 
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III.4. Croissance en biofilm 


i'i Leur organisation et leur metabolisme dependent de la nature de 
la surface et de I'environnement physico-chimique. 

Les biofilms se forment sur tout support : (materiels 
d' exploration, materiels implantes, muqueuses I esi.es). 

Ils sont caracterises par une heterogeneite spatiale a cause des 
variations metaboliques importantes a I'interieur du biofilm et a 
I 'interface milieu liquide/milieu solide. 
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NOTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 

i. INTRODUCTION 


La genetique microbienne c’est letude du genome 
microbien (=genes), sa variation genotypique et son 
expression phenotypique. 

Variations genotypique concernent les mutations et les 
recombinaisons genetiques. 


NOTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 

2. LES MUTATIONS 


Mutation = modification brusque et stable. Survient 
au hasard au niveau de la sequence nucleotidique du 
gene. Elle se traduit par apparition dun caractere 
nouveau et transmissible a la descendance. 

Les mutations peuvent survenir spontanement ou etre 
provoquees. 

Les mutations spontanees correspondent a 1 
evenement rare dans une population bacterienne avec 
une frequence de io ' 7 a io -8 . 


NOTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 
2. LES MUTATIONS 


a. Types de mutations 

On distingue 2 grands types de mutations : 

Mutations ponctuelles n'affectent qu'un nucleotide: 
une base azotee remplacee une autre. 

Mutations causees par un decalage lecture : survient 
par suite ou par perte d'l ou plusieurs nucleotides 
concernant Tun ou l'autre mutation message code. 


NOTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 
2. LES MUTATIONS 


b. Mutagenes 

= agents physiques (rayons UV, X et y) ou chimiques 
(bromo-uracile, colorants acridines) qui augmentent 
la frequence des mutations ( 3.10- 4 ). 


NOTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 
2. LES MUTATIONS 

c. Mutants = bacteries subissent des modifications 
genetique. On distingue differents types mutants. 

Mutants morphologiques : mutations au niveau 
morphologique, ex : flagelles, paroi, fimbriae, cils ou 
dimension cellulaire . 

• # mutations importantes = affectant colonies 
bacteriennes, resultent d'l modification de la 
composition capsulaire. 

• # mutations signalees sous nom differents S (smooth), R 
(rough), M (muqueux) I (intermediate) . 

Ex : - Pneumocoque capsule S virulent 

-l mutant pneumocoque non capsule type R perd sa 
virulence. 


OTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 

2. LES MUTATIONS 
c. Mutants 

• Mutants nutritionnels = mutants chez lesquels 
apparait ou disparait 1 besoin nutritionnel ou acquiert 
ou perdent 1 caractere biochimique (fermentation d'l 
sucre, degradation d'i a. amine). 

Mutants resistants aux agents antibiotiques 

Un antibiotique actif sur les bacteries si : 

• . peut penetrer dans la cellule, 

• . accede au site recepteur specifique son action 

• . n'est pas altere. 

Resistance : quand mutation de fun de ces 3 facteurs. 


NOTIONS DE GENETIQUE BfiCTERTETCNf 

3. LES RECOMBINAISONS 

Eucaryote : 2 cellules sexuelles haploides 
(gametes) fusionnent et forment une diploide 
(zygote). 

Ps: se multiplient par division binaire, phenomene 
tres rare et peut s'observer dans certaines 
conditions : 1 partie ou totalite ADN dune bacterie 
donneuse transferee a 1 autre bacterie receptrice. 
Modes transfert genes sont : transformation, 
conjugaison ou transduction. 


NOTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 

LES RECOMBINAISONS 

a. Transformation 

= echange genetique entre bacterie sans qu’il y ait 
contact. 

Apport de nouveau materiel genetique repose sur 
l'integration, dans 1 bacterie vivante, d'l fragment 
dADN provenant d' 1 bacterie morte. 

Processus rencontre que chez des bacteries 
competentes: c.a.d . genetiquement compatibles. 

Ex: 


> Streptococcus pneumoniae 

> Bacillus subtilis 

> Escherichia coli 


NOTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 

LES RECOMBINAISONS 

b. Conjugaison = seul processus dechange 
genetique necessitant un contact entre bacteries. 

Apport de nouveau materiel genetique apres 
fusion temporaire entre une bacterie donneuse et 
une bacterie receveuse. 

Echange unidirectionnel et repose sur le Transfert 
d' 1 plasmide ou fragment de chromosome. 

Ex : 

> Salmonella typhi 

> Escherichia coli 

> Vibrio cholerae 



NOTIONS DE GENETIQUE BACTERIENNE 


3. LES RECOMBINAISONS 

c. Transduction = mode d'echange genetique realise 
sans contact direct. 

Transfert d’un materiel genetique d‘une bacterie a 
autre indirectement a l'aide virus bacteriophage 

Ex: 

> Salmonella typhi et le bacteriophage P22. 

> Escherichia coli et le bacteriophage A. 
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. Caracteres generaux des virus 


Un virus peut se definir par les proprietes suivantes : 

> - Un virus est une entite non cellulaire (particule); 

> - II ne contient qu'un seul type d'acide nucleique : ADN 
ou ARN ; 

> - II ne peut se repliquer qua l'interieur d'une cellule 
vivante; utilise la machinerie de la cellule hote 
(ribosomes, enzymes, ...) pour se repliquer et former des 
unites infectieuses nominees virions. 

> - C'est done un parasite intracellulaire absolu. 

Un virus est a la frontiere du vivant (discussions 
ouvertes pour affirmer qu'un virus est vivant ou non...) 


1. Caracteres generaux des virus : Le Virion 

Le virion est la particule virale infectieuse complete. 

II est constitute au minimum d'un acide nucleique, 
associe a des enzymes virales et entoure dune coque 
proteique nominee capside. 

II existe des virus 

• - des animaux : la cellule hote est une cellule animale; 

• - des vegetaux : la cellule hote est une cellule vegetale, 

• - des bacteries : la cellule hote est une bacterie. Sont 
nommes bacteriophages (ou phages). 


2. Structure des bacteriophages de type T 

Les phages les plus connus sont les urophages (phages 
a queue), et parmi eux les phages de la serie T. 


Les phages T sont specifiques des enterobacteries. 

Les phages T pairs (T2, T4, T6) sont specifiques d'E. 
Coli. 


2. Structure des bacteriophages de type T 


Structure du Phage T2 



La tete du phage, apparemment spherique, est 
constitute de proteines de structure assemblee 
geometriquement sous la forme d'un polyedre 
(symetrie dite cubique). Elle contient l'acide nucleique 

(Fig i). 
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Figure 1 : Fig 1 : schema de la structure d un phage T2 
Nucleocapside d un phage T pair 


2. Structure des bacteriophages de type T 


Structure du Phage T2 



La queue du phage est constitute de proteines contractiles 
assemblies en helice (symetrie dite helicoidale). Ce 
manchon proteique est creux et se termine par une plaque 
basale hexagonale portant des structures d'ancrage : 

> - des fibres articulees, (fibres caudales) a l'origine de 
l'adsorption specifique sur la bacterie 

> - des spicules (crochets), plus courtes que les fibres. 

L'acide nucleique est modifier les cytosines C sont 
remplacees par de 1'hydroxymethylcytosine glycosylee 
(HMCG) (Fig 1 ). 


Conclusion : virus a symetrie mixte. 
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Figure 1 : Fig 1 : schema de la structure d un phage T2 
Nucleocapside d un phage T pair 



Figure 2 : Representation schematique d un virion de phage de la serie 


3. Multiplication des bacteriophages : le cycle lytique 
du phage T2 (doc 2 et 3 ) 

On ne verra que le cycle dit lytique: cycle de 
reproduction des phages induisant la lyse de la 
bacterie avec liberation d'un grand nombre de 
particules virales. 

C'est le cas des phages T2 : phages virulents presentant 
un cycle lytique. Duree environ 25 minutes. 


3. Multiplication des bacteriophages : le cycle lytique du phage T2 (doc 2 et 3 ) 



i. Phase d'adsorption 

C'est la fixation du phage sur des recepteurs 
specifiques de la bacterie sensible. Ici, LPS de la 
membrane externe. 

- Etape passive (pas denergie) 

- La fixation est stabilisee par les fibres et les spicules. 

Remarque : d'autres phages utilisent d'autres 
structures : acides techoiques, pilis sexuels, flagelles, 
porine de la membrane externe. 


3. Multiplication des bacteriophages : le cycle lytique du phage T2 (doc 2 et 3 ) 



2. Phase de penetration 

Seul l'acide nucleique penetre dans la bacterie. 

II est injecte par contraction des proteines du 
manchon (queue), ces proteines ont une activite 
ATPasique. 

La paroi bacterienne (peptidoglycane) est localement 
hydrolysee par les enzymes de type endoglycosidases 
des fibres. 

Etape influencee par la temperature, et necessitant de 
lenergie. 


Adsorption 

irreversible 


Contraction de la gaine caudalc 
Perforation 


Injection de 
I'acide nucleique 
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Figure 3 : Penetration de I'ADN chez les phages T pairs 


3. Phase d'eclipse ou de synthese des constituants du 
virion 

Ainsi nommee car « rien ne se passe » en dehors de la cellule infectee. 
Phase « precoce » : pendant les premieres minutes qui suivent la 
penetration de FADN viral. Phase qui precede la replication de genome 
phagique et ou sont produites des enzymes virales necessaires a la 
replication. 

- Rapidement, arret du metabolisme bacterien detourne au profit du 
virus. LARN polymerase de la bacterie transcrit certains genes viraux 
(genes precoces) qui seront traduits en proteines. Une de ces proteines 
virale precoce est une nuclease, a Forigine de l'hydrolyse de FADN 
bacterien. 


3. Multiplication des bacteriophages : le cycle lytique du phage T2 (doc 2 et 3 ) 


3. Phase declipse ou de synthese des constituants du virion 

Pourquoi l'ADN phagique nest pas aussi detruit ? 

L'ADN du phage T2 est different de celui de la bacterie (HMC 
glycosyle). La presence d'HMC protege lADN phagique de faction de la 
nuclease virale. D'autres enzymes virales precoces permettront la 
replication de 1 ADN phagique et la production d un grand nombre de 
copies (6 minutes). 

Phase « tardive » (9 min) correspond a la production des proteines de 
structure (proteines de tete ou de queue, fibres) ou dassemblage des 


virions. 


3. Multiplication des bacteriophages : le cycle lytique du phage T2 (doc 2 et 3 ) 


4. Phase d assemblage des virions 

Ou phase de maturation. 

Encapsidation de PADN dans les tetes, morphogenese des virions. 

5. Phase de liberation 

(25 min) 

Par eclatement de la bacterie sous l'effet de l'accumulation d'enzymes virales (endolysines). 

Une bacterie libere roo a 200 virions : chacun peut reinfecter une bacterie — > amplification rapide. 


